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(57) Abstract 



The invention relates to the production and use of retroviral vectors for cell-type specific gene transfer, specially to a production 
method of retroviral vectors containing capsid particles of murine leukemia virus (MLV) and envelope proteins of human immunodeficiency 
viruses (HIV) or simian immunodeficiency viruses (SIV). Said vectors can be used for gene transfer in selected cell types, specially in 
CD4-positive mammal cells. 



(57) Zusammenfassung 

Beschrieben ist die Herstellung und Verwendung retroviraler Vektoren flir zelltypspezifischen Gentransfer, insbesondere ein 
Herstellungsverfahren von retroviralen Vektoren, die Kapsidpartikel des murinen Leukamievirus (MLV) und Hullproteine humaner 
Immunschwacheviren (HIV) oder Affen-Immunschwacheviren (SIV) enthalten. Diese Vektoren konnen fOr die Gentlbertragung in 
ausgewShlte Zelltypen, speziell in CD4-positive Saugerzellen verwendet werden. 
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Retrovirale Vektoren, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung zur 

Genubertragung in CD4-positive Zellen 

Gegenstand der Erfindung sind retrovirale Vektoren (Zell-Targeting- Vektoren), Verfahren zu 
ihrer Herstellung und ihrer Verwendung zur Genubertragung in CD4-positive Zellen. 

Der Ausdruck "retrovirale Vektoren" oder "retrovirale Transfervektoren" bezeichnet infektiose 
aber vermehrungsunfahige Retroviren, die Gene in Form von retroviralen Expressionskonstrukten 
(auch Expressionsvektoren genannt) in Zellen einschleusen konnen. Die Genubertragung fuhrt zur 
Integration des Expressionskonstrukts in das Genom der Zelle. Der retrovirale Gentransfer ist 
vorteilhaft, weil (i) in der Regel eine Kopie des gewtinschten Gens in Zellen uberfuhrt wird, (ii) 
das Gen im allgemeinen ohne Mutationen oder Umlagerungen transferiert wird und (iii) ein 
stabiler chromosomaler Einbau erfolgt. 

Es ist bekannt, retrovirale Vektoren auf der Basis des amphotropen murinen Leukamievirus 
(MLV) zu benutzen, um bestimmte Gene in Saugerzellen, insbesondere in humane Zellen, zu 
uberfuhren. Diese Vektoren sind vermehrungsunfahig und durchlaufen lediglich eine 
Replikationsrunde. Zur Herstellung derartiger Vektoren benotigt man zwei Komponenten. Zum 
einen benotigt man eine Verpackungszelle, welche die gag- 9 pol- und e/iv-Genprodukte des MLV 
durch Expression psi-negativer Konstrukte bereitstellt, so daB diese Gene nicht in ein Retrovirus 
verpackt werden konnen. Als "psi" wird das Verpackungssignal der Retroviren bezeichnet, das die 
effiziente Verpackung der Boten-RNA steuert. Zum anderen muB ein sogenanntes 
Expressionskonstrukt hergestellt werden, das eine Verpackung in den retroviralen Vektor und den 
Transfer durch das Retrovirus erlaubt und das eine kodierende und translatierbare Region des 
gewtinschten Genprodukts enthalt. Somit muB das Expressionskonstrukt das Verpackungssignal 
psi enthalten. Die in der unbehandelten Verpackungszelle befindlichen gag- 9 pol- und e/iv-Gene 
miissen psi-negativ sein, damit entsprechende Boten-RNA nicht in die Retroviruspartikel 
aufgenommen wird. Nach der Uberfiihrung des Expressionskonstrukts durch Transfektion der 
entsprechenden Vektor-DNA in die Verpackungszellen werden in den Zelluberstand retrovirale 
Vektorpartikel abgegeben, die ausschlieBlich das Expressionskonstrukt enthalten, nicht jedoch die 
psi-negativen gag- 9 poU und ewv-Gene, so daB diese Gene nicht in Zielzellen uberfuhrt werden. 
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Der Tropismus der retroviralen Vektoren, d. h. die Auswahl der Saugerzellen, in welche diese 
Vektoren das Expressionskonstrukt uberfuhren konnen, wird durch das env-Gen in der benutzten 
Verpackungszelle bestimmt. Das e/iv-Gen wird in Hullproteine, das Transmembranprotein (TM) 
und das Oberflachenhullprotein (SU) translatiert, welche die auOere Hulle des retroviralen 
5 Vektors bilden. Die e/?v-Genprodukte des amphotropen MLV, das bisher vor allem fur den 
Gentransfer benutzt wird, erlauben den Gentransfer in eine groBe Anzahl unterschiedlicher 
Saugerzellen. Speziell fur den Gentransfer in humane Zellen erlaubt der amphotrope retrovirale 
Vektor jedoch nicht den selektiven Gentransfer in bestimmte Zell- oder Gewebetypen des 
Menschen oder anderer Sauger, weil das den Eintritt amphotroper retroviraler Vektoren und den 
10 Gentransfer vermittelnde Empfangerprotein (Rezeptor) fur die MLV-Hullproteine auf der 
Oberflache der Saugerzellen auf fast alien diesen Zellen zu finden ist. 

Im Rahmen der Gentherapie steht zur Zeit die stabile Ubertragung unterschiedlicher Gene in 
Zellkultur, d. h. "ex vivo", im Vordergrund. Verbesserungen der retroviralen Vektoren wurden 

15 bisher erreicht, indem statt des retroviralen ewv-Gens des MLV die ewv-Gene anderer Retroviren 
in die Verpackungszelle eingebracht wurden. Beispielsweise wurden statt des MLV e/iv-Gens die 
ewv-Gene des G-Proteins des "vesicular stomatitis virus (VSV)" (Burns et aL, Proc. Natl Acad. 
Sci. USA 90 (1993), 8033-8037) benutzt. Die resultierenden retroviralen Vektoren zeigten unter 
anderem eine erhohte Stabilitat. In der WO 96/17071 sind retrovirale Vektoren beschrieben, die 

20 statt des MLV ewv-Gens das ewv-Gen des "human spumaretro virus (HSRV)" enthalten. HSRV 
zeigt jedoch wie amphotropes MLV keinerlei Spezifitat bei der Infektion von Zellen. Alle bisher 
untersuchten Saugerzellen sind, unabhangig vom Spenderorganismus oder dem Zelltyp, permissiv 
fur eine Infektion mit HSRV (Schweizer et al, J. Virol. 71 (1997), 4821-4824, und Russel et al., 
J. Virol. 70 (1996), 217-222). Auch der mogliche Einsatz der ewv-Gene des "simian sarcoma 

25 associated virus" (Takeuchi et aL, Virology 186 (1992), 792-794), des "feline leukemia virus, 
subgroup B" (Porter et al., Hum. Gene Ther. 1 (1996), 913-919), des "feline endogenous virus 
RD114" (Cosset et al., J. Virol 69 (1995), 7430-7436) und des "human T-cell leukemia virus I 
(HTLV-I)" (Vile et al., Virology 180 (1991), 420-424) deutete sich in bestimmten Experimenten 
an. Versuche zur Herstellung retroviraler Vektoren, welche das env-Gen der Lentiviren HIV-1, 

30 HIV-2 oder "simian immunodeficiency virus (SIV) M enthielten, waren bisher nicht erfolgreich. 
Derartige retrovirale Vektoren wurden die Kernproteine, codiert von der gor^-Region des MLV, 
und die Hullproteine, codiert von der ewv-Region eines anderen Retrovirus, beispielsweise des 
HIV oder SIV, enthalten. 
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Fur den selektiven Gentransfer in CD4-positive Saugerzellen stehen bisher keine Vektoren zur 
Verfiigung. Der vorliegenden Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu Grunde, retrovirale 
Vektoren in Formen bereitzustellen, die nicht den amphotropen Rezeptor der Saugerzellen, 
5 sondern andere, nur in bestimmten Geweben und Zelltypen exprimierte Rezeptoren ansteuern. 
Diese Vektoren sind fur eine spezifische Genubertragung in ausgewahlte Zelltypen von Saugern 
geeignet. Eine weitere Aufgabe ist es, ein Verfahren zur Herstellung solcher retroviralen Vektoren 
zu entwickeln. 

Diese Aufgaben werden erfindungsgemaB durch die Bereitstellung retroviraler Vektoren 
umfassend Viruskerne und Virushullen gelost, die dadurch gekennzeichnet sind, daB die 
Viruskerne vom murinen Leukamievirus (MLV) und die Virushullen von menschlichen 
Immunschwacheviren (HIV) oder AfFen-Immunschwacheviren (SIV) stammen. Insbesondere sind 
die retroviralen Vektoren dadurch gekennzeichnet, daB die Virushullen vom menschlichen 
Immunschwachevirus 1 oder 2 (THV-1 bzw. HIV-2) oder vom AfFen-Immunschwachevirus [z.B. 
Cerecopithecus aethiops (SIVagm), Macaca mulatta (SIVmac), Pan troglodydytes (SIVcpz), 
Cerecopithecus mitis (SIVsyk), Papio sphinx (SIVmnd), Cercocebus atys (SlVsm) oder Macaca 
nemestrina (SIVmne)] stammen. Besonders bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren 
Virushullen das Vollangen-Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des transmembranen 
Hullproteins enthalten. Insbesondere bevorzugt sind retrovirale Vektoren, deren Virushullen das 
Vollangen-Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des transmembranen Hullproteins 
enthalten, das durch den C-Terminus oder ein beliebiges Fragment des transmembranen Proteins 
des murinen Leukamievirus (MLV) oder eines anderen Retrovirus verlangert worden ist. 

25 Weiterhin werden Verpackungszellen bereitgestellt, in denen das psi-negative Hullprotein-Gen 
(env) der Lentiviren HIV oder SIV und die psi-negativen gag/pol-Gene des MLV exprimiert 
werden. Diese Verpackungszellen enthalten weiterhin psi-positive Expressionskonstrukte, welche 
mit Hilfe der erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren ubertragen werden. 

30 In einer Ausfiihrungsform der Erfindung konnen Viruskerne, die von einem definierten Retrovirus 
stammen, im Zusammenhang mit Expressionskonstrukten zur Herstellung der retroviralen 
Vektoren benutzt werden, die aufgrund ihrer Eigenschaften, hier aufgrund des Vorhandenseins 
des Verpackungssignals psi, in die Viruskerne aufgenommen werden. Die Viruskerne mit den zu 
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iibertragenden Expressionskonstrukten werden ummantelt von fremden Virushiillen, die von 
einem anderen Virustyp oder aus einer anderen Zelle stammen. Die Expressionskonstrukte 
werden dann mit Hilfe der retroviralen Vektoren libertragen. Der Einbau der fremden Virushulle 
kann z.B. durch die Verwendung der vorzugsweise verkurzten Form des transmembranes 
5 Hullproteins des HTV-1 ewv-Gens pTr712 vermittelt werden. Ferner kann der Einbau der fremden 
Virushulle z.B. durch die Verwendung der verkurzten Form des transmembranen Hullproteins des 
SIVagm3 ewv-Gens AOenv vermittelt werden. In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung 
konnen Vollangen-Transmembranproteine oder modifizierte Transmembranproteine durch 
Anhangen des C-Terminus des transmembranen Hullproteins des MLV oder der C-Termini der 

10 transmembranen Hullproteine andere Viren an die verkurzten oder an die Vollangen- 
Transmembranproteine verwendet werden. Diese modifizierten Hullproteine konnen in Vektoren 
aufgenommen werden. Besonders bevorzugt fur solche Vektoren sind von MLV abgeleitete 
Kapsidpartikel, welche die Hullproteine anderer Retroviren, insbesondere anderer Lentiviren wie 
HIV oder SIV enthalten. Diese Vektoren infizieren den gewunschten Zelltyp uber den zellularen 

15 Rezeptor des Virus, von welchem die fremde Hulle abstammt. 

In einer weiteren erfindungsgemaBen Ausfuhrungsform wird eine beliebige Zelle mit einem psi- 
negativen Expressionsgen fur gag- und pol-Gent transfiziert. Ferner kann die Zelle mit einem 
Expressionskonstrukt, umfassend ein psi-Verpackungssignal und die in eine Zielzelle zu 
20 uberfuhrende genetische Information, transfiziert werden. Die Zelle wird dann mit einem weiteren 
Expressionsgen transfiziert, das die genetische Information fur fremde Hullproteine enthalt Die so 
hergestellte Zellinie produziert retrovirale Vektoren, die die zu uberfuhrende genetische 
Information enthalten. 

25 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die MLV-ewv-negative Verpackungszellinie 
TELCeB6 (Cosset et al., J. Virol 69 (1995), 7430-7436) mit dem verkurzten HIV-1 e/iv-Gen 
pTr712 des Plasmids pLBAc/«?/iv-Tr712-neo (Wilk et al., Virology. 189 (1992), 167-177; 
Krausslich et al., Virology 192 (1993), 605-617) transfiziert. Dabei entsteht eine 
Verpackungszellinie, die die erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren des Typs MLV(HIV-1) in 

30 den Zellkulturiiberstand abgibt. Diese Vektoren enthalten Kapsidpartikel, die aufgrund der 
Expression des gag/pol-Gens des MLV in der Zelle entstehen, sowie Hullproteine des HIV-1, 
welche durch die intrazellulare Expression der verkurzten Fassung Tr712 des HTV <?«v-Gens in 
die Vektorpartikel aufgenommen werden. Die erfindungsgemaBen Vektoren enthalten das 
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Vollangen-Oberflachenprotein gpl20-SU des FQV-1 und die verkurzte Form des transmembranen 
Hullproteins, dessen kodierender Anteil aufgrund eines Stopkodons (Position 712) entsteht. Im 
einzelnen wurde nachgewiesen, daB dies zur Herstellung retroviraler Vektoren fur den selektiven 
Gentransfer in CD4-positive Saugerzellen fiihrte. CD4-positive, nicht jedoch CD4-negative Zellen 
zweier ansonsten identischer Linien konnten mit den Vektoren spezifisch transduziert werden, d. 
h. das Expressionskonstrukt-Gen wurde uberfuhrt. Die Transduktion wurde in Gegenwart von 
Antikdrpern gehemmt, welche die Infektion mit HTV ebenfalls hemmen. Das 
Oberflachenhullprotein des HIV wurde auf der Oberflache der hergestellten Gentransfervektoren 
nachgewiesen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird die MLV-ewv-negative Verpackungszellinie 
TELCeB6 mit dem verkurtzten SIVagm3 env-Gen AOenv transfiziert. Die erhaltene 
Verpackungszellinie sezerniert die erfindungsgemaBen retroviralen Vektoren des Typs 
MLV(SIVagm3) in den Zellkulturuberstand. Diese Vektoren enthalten ebenfalls Kapsidpartikel 
des MLV und Hullproteine des SIVagm3, welche durch die intrazellulare Expression der 
verkiirzten Fassung AOenv des SIVagm3 ewv-Gens in die Vektorpartikel aufgenommen werden. 

Die vorliegende Erfindung eroffhet somit die folgenden Moglichkeiten: 

- Gene in CD4-positive Saugerzellen selektiv zu uberfiihren, 

- weitere Effizienzsteigerungen des Gentransfers durch Verbesserung der env-Genkonstrukte in 
vergleichbaren Verpackungszellen zu erreichen, 

- Gentherapiestrategien zu entwickeln, fur die ein selektiver Gentransfer in CD4-positive 
Saugerzellen notwendig oder hilfreich erscheint, 

- insbesondere Gentherapiestrategien zur Behandiung oder Prophylaxe der HIV-Infektion des 
Menschen zu entwickeln, wobei HTV-hemmende Gene, z.B. Antisensegene, RNA-Kodergene 
oder transdominant-negative mutante Gene des HIV oder anderer Lentiviren in CD4-positive 
Zellen uberfuhrt werden, 

- insbesondere Gentherapiestrategien zur Einfuhrung von Genen in CD4-positive Zellen zu 
entwickeln, tut Behandiung oder Prophylaxe von Erbkrankheiten, wie z.B. der ADA-Defizienz 
oder anderen genetisch behandelbaren Krankheiten, bei denen die Einfuhrung in bestimmte 
Zellen vorteilhaft ist, und 

- den Eintritt von Lentiviren in Saugerzellen im Detail zu untersuchen. 
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Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung. 

Abbildung 1 zeigt schematisch das Prinzip der Ubertragung von Genen mit Hilfe retroviraler 
5 Vektoren in Saugerzellen. 

Abbildung 2 zeigt ein Schema der Herstellung eines retroviralen Vektors (entnommen aus 
"Molecular Biotechnology", Principles and Applications of Recombinant DNA, B R. Glick und 
J J. Pasternak, ASM Press, Washington, D.C., 1994, Seite 41 1, und ins Deutsche ubertragen). 

10 

Abbildung 3 zeigt schematisch einen allgemein anwendbaren Herstellungsweg fur retrovirale 
Vektoren (retrovirale Transfervektoren) durch Transfektion einer zunachst Expressionskonstrukt- 
negativen Verpackungszelle mit einem Expressionskonstrukt, das aufgrund des Vorhandenseins 
des Verpackungssignals (hier: psi) das zu ubertragende Gen (therapeutische Gensequenz) in die 
15 retroviralen Vektoren einschleust. 

Abbildung 4 zeigt einen speziellen Herstellungsweg fur retrovirale Vektoren des Typs MLV(HIV- 
1). Dargestellt sind das MLV #a#//?o/-Expressions-Gen und das psi-positive Expressionskonstrukt 
pMFGInsLacZ, welche von der MLV ewv-negativen Verpackungszelle TELCeB6 exprimiert 
20 werden. Die ewv-Genvariante des HTV-1 (Tr712), welche die fur das Vollangenoberflachen- 
Hullprotein gpl20-SU und die verkurzte Version des transmembranen Hullproteins (Agp41-TM) 
kodierenden Regionen enthalt, wird bei der Herstellung der ML V(HIV-1)- Vektoren ebenfalls in 
dieser Zelle exprimiert. 

25 Abbildung 5 zeigt den generellen Aufbau von retroviralen Vektoren, welche den Viruskern eines 
bestimmten Virus in Kombination mit der Virushulle eines anderen Virus enthalten, erlautert am 
Beispiel der ML V(HIV-1)- Vektoren. 

Abbildung 6 zeigt schematisch das Klonierungsschema zur Klonierungsstrategie des SIVagm3 
30 ewv-Expressionskonstrukts pRep wt env und der verkurzten e/iv-Gene, erlautert am Beispiel der 
Variante AO env. 





WO 98/38325 



PCT/DE98/00593 



7 



Abbildung 7 zeigt schematisch das Klonierungsschema zur Klonierungsstrategie der SIVagm3 
e/zv-Fusionsgene AOMLV env und A7MLV env. 

Abbildung 8 zeigt die Nukleinsauresequenzen der zur Klonierung der SIVagm3 env- 
5 Expressionskonstrukte verwendeten Oligonukleotide. Die Nukleinsauresequenzen der 
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 

Abbildung 9 zeigt schematisch die transkriptionellen Einheiten der SIVagm3 ewv-Konstrulcte. 

10 Abbildung 10 zeigt die Aminosauresequenzen der intrazellularen Domanen der Genprodukte von 
SIVagm3 ewv-Konstrukten. Zum Vergleich sind die Sequenzen des SIVagm3 und des MLV 
angegeben. Die Aminosauren sind im Einbuchstabencode dargestellt. Aminosauren, die von 
MLV-Sequenzen abgeleitet wurden, sind unterstrichen. Die in den Namen der Konstrukte 
enthaltenden Zahlen beziehen sich auf die N-terminal verbliebenen Aminosauren nach der 

15 Transmembranregion und vor den mittels rekombinanter PCR inserierten Stopcodons. Durch die 
Insertion einer Not I-Restriktionsschnittstelle folgen allerdings je zwei oder drei Aminosauren, 
welche nicht in der nativen Sequenz des SIVagm3 vorkommen. Die durch die inserierten Not I- 

Schnittstellen kodierten Aminosauren sind fett gedruckt dargestellt. " " steht fur Aminosauren 

des SIVagm3, die nicht im einzelnen aufgefiihrt sind. kennzeichnet den C-Terminus der 

20 Proteine. Die Lange der intrazellularen Domanen ist angegeben. "aa" bedeutet Aminosauren. 
"TMR" bedeutet Transmembranregion. Die Bezeichnung "MLV steht fur die inserierten 3'- 
liegenden Sequenzen des MLV e/?v-Gens. Die inserierten C-Termini des MLV beinhalten jeweils 
das sogenannte p2-Protein (bestehend aus 16 aa), welches intrazellular durch Proteolyse 
abgespalten wird, bevor die Hullproteine in die Virionen eingebaut werden. 



Abbildung 11 ist eine graphische Darstellung der Effizienz der Bildung von MLV(SIVagm)- 
Vektoren nach Transfektion der ewv-Varianten in TELCeB6/rev-Zellen, Die T-Zellen wurden fur 
zwei Tage im selben Medium und in Gegenwart der Transfektanden kokultiviert und anschlieBend 
mittels X-Gal-Test auf den erfolgten Gentransfer hin untersucht. Die angegebenen Werte stellen 
30 Mittelswerte aus zwei Experimenten dar. "Mock bezeichnet die Negativkontrolle. 



25 



Abbildung 12 ist eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Titration der MLV(SIVagm)- 
Vektorstocks auf verschiedenen CD4 + -Zellinien. 
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Abbildung 13 ist eine graphische Darstellung der Ergebnisse der Inhibition der Transduktion von 
T-Zellen mitt els Blockade des zellularen CD4-Rezeptors durch monoklonale anti-CD4 
Antikorper. Die eingesetzten Konzentrationen des Antikorpers IOT4a sind in der Legende 
angegeben. Die erreichten Transduktionseffizienzen in Abwesenheit der Antikorper wurden als 
5 Referenz 100% gleichgesetzt und die Titer in Anwesenheit der Antikorper in Prozent dieser 
Positivkontrolle ausgedruckt. 

Der hier verwendete BegrifF retroviraler Vektor bedeutet ein replikationsdefizientes retrovirales 
Viruspartikel, das anstelle der retroviralen mRNA eine fremde eingefuhrte RNA eines Gens, z.B. 

10 eines therapeutischen Gens oder dessen Fragment oder eines Reportergens ubertragen kann. 

Der hier verwendete Begriff "therapeutisches Gen" bedeutet eine Nukleinsauresequenz, die in die 
Zielzelle mittels des retroviralen Vektors eingefuhrt werden soil und umfaBt komplette Gene, 
deren Fragmente, Antisense-Nukleinsauren und dergleichen. Der hier verwendete BegrifF SIV 
bedeutet Viren der Familie des AfFen-Immunschwachevirus, z.B. Cerecopithecus aethiops 

15 (SIVagm), Macaca mulatto (SIVmac), Pan troglodydytes (SIVcpz), Cerecopithecus mitis 
(SIVsyk), Papio sphinx (SlVmnd), Cercocebus atys (SIVsm) oder Macaca nemestrina 
(SIVmne). Der hier verwendete BegrifF SIVagm3 bezeichnet den Molekularklon SIVagm3mc 
(Baier et al., J. Virol 62 (1989), 4123-4128). 

20 Die Herstellung von MLV(HIV-1)- und MLV(SIVagm3)-Vektoren der Erfindung wird 
nachfolgend naher erlautert. 

Zunachst wird eine DNA-Sequenz hergestellt, welche die Bildung der notwendigen Proteine 
induziert, die zur Bildung von Viruskernen in der Lage sind. Die DNA-Sequenz wird in eine 

25 humane Wirtszelle transFeriert und dort exprimiert. Die DNA-Sequenz enthalt zusatzlich 
Operator-Elemente, die zur Expression der DNA-Sequenz erforderlich sind, welche die Bildung 
der Viruskerne induzieren. In die so gewonnene Wirtszelle wird eine zweite DNA-Sequenz 
ubertragen, die zur Bildung von Hullproteinen fuhrt, die nicht von dem Virus stammen, von 
welchem die Viruskerne stammen. Danach wird eine weitere DNA-Sequenz eingebracht, die von 

30 den Viruskernen verpackt wird und Sequenzen enthalt, die zur Bildung der therapeutischen 
Gensequenzen oder der gewunschten Proteine in der Zelle fuhren, in die mit HilFe des retroviralen 
Vektors therapeutische Gene ubertragen werden sollen. 
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Die DNA-Sequenz, welche zur Expression der Vektorhullproteine fuhrt, kann vorzugsweise vom 
e/iv-Gen des HIV-1, HIV-2 oder anderer HIV-Stamme, des SIV, z.B. Cerecopithecus aethiops 
(SIVagm), Macaca mulaita (SIVmac), Pan troglodydytes (SIVcpz), Cerecopithecus mitis 
(SIVsyk), Papio sphinx (SlVmnd), Cercocebus atys (SIVsm) oder Macaca nemestrina (SIVmne) 
stammen. Die verwendeten ewv-Gene konnen der Originalversion der genannten Viren 
entsprechen oder verkiirzte Formen dieser e«v-Gene oder sogar modifizierte Formen dieser env- 
Gene sein. Das besonders bevorzugte HIV-1 ewv-Gen-pTr712 fuhrt zur Bildung eines Vollangen- 
Oberflachenproteins gpl20-SU und eines verkurzten Transmembranproteins. Das ebenfalls 
besonders bevorzugte SIVagm3 env-Gen AOenv fuhrt zur Bildung eines Vollangen- 
Oberflachenproteins gpl30-SU und eines verkurzten Transmembranproteins. Das 
Transmembranprotein kann auch z. B. durch das Anhangen der C-terminalen Domane oder eines 
beliebigen anderen Fragments des Transmembranproteins des MLV oder eines anderen Virus 
modifiziert sein. Beispielsweise kann bei Verwendung von MLV Kapsidpartikeln der C-Terminus 
des Transmembranproteins des MLV anstelle des C-Terminus des HIV-1 ewv-Gens oder SIVagm 
env-Gens verwendet werden. Dabei kann die Spaltstelle des C-terminalen p2 Peptids modifiziert 
sein oder nicht. 

Die genannten erfindungsgemaBen viralen Vektoren konnen zur Ubertragung von therapeutischen 
Genen in bestimmte Zelltypen verwendet werden. Beispielsweise ubertragen die 
erfindungsgemaBen MLV(HIV-1)- und MLV(SIVagm3)- Vektoren Gene speziell in CD4-positive 
Zellen. Diese Vektoren besitzen somit den Tropismus des HIV-1 bzw. SIVagm3, deren 
Hiillproteine sie enthalten. 

Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht einschrankend zu verstehen. 
Beispiel 1; Herstellung von ML Vf HIV-1 Wektoren 
1,1 Zellinien und Plasmide 

Alle verwendeten Plasmide wurden aus transformierten E, coli der bekannten Stamme DHlOa 
oder HB101 prapariert. Die molekulare Klonierung der Expressionskonstrukte pLBAc/ewv-neo ist 
von Krausslich et al., Virology 192 (1993), 605-617 und pLssAc/ewv-Tr712-neo ist von 
Krausslich et al., Virology 192 (1993), 605-617 und Wilk et al., Virology. 189 (1992), 167-177 



WO 98/38325 




PCT/DE98/00593 



beschrieben. Diese Expressionskonstrukte kodieren die HIV-1 ewv-Gen-Varianten und das 
Neomycin-Resistenzgen. Das Expressionskonstnikt pCRUCA, welches das e«v-Gen des 
amphotropen MLV umfaGt, wurde von Wilk et al., Virology. 189 (1992), 167-177 und Battini et 
al., X Virol 66 (1992), 1468-1475 beschrieben. Die TELCeB6 Verpackungszellinie, die das 
5 retrovirale Expressionskonstrukt MFG-nlsLacZ sowie die Gene gag und pol des MLV exprimiert, 
wurde von Cosset et al., J. Virol 69 (1995), 7430-7436 beschrieben. Die HeLa-CD4+ Zellen 
wurden uber das MRC AIDS Programm Reagents Project bezogen, die 293-Zellen wurden von 
ATCC (ATCC CRL 1573) bezogen. Alle adharenten Zellen wurden in Dulbecco's Modified 
Eagles Medium (GIBCO/BRL, Eggenstein, Deutschland) in Gegenwart von 10 % fetalem 

10 Kalberserum gehalten. Die humane T-Zellinie Molt 4 (ATCC CRL 1582)wurde in RPMI-1640- 
Medium mit 10 % fetalem Kalberserum (GIBCO/BRL, Eggenstein, Deutschland) propagiert. Die 
Transfektion der Verpackungszellinie TELCeB6 mit dem Expressionskonstnikt pTr712 wurde 
mittels Lipofektamin (GIBCO/BRL, Eggenstein, Deutschland) gemaB den Angaben des 
Herstellers durchgeflihrt. Nach Transfektion des Plasmids pREP4 (Invitrogen, Leek, Niederlande) 

15 wurde die Hygromycin-Selektion in Gegenwart von 200 mg /ml Hygromycin B (Sigma, 
Deisenhofen, Deutschland) durchgeflihrt. Einer der daraus hervorgegangenen Klone stellt die 
Zellinie TELCeB6/pTr712-K14 dar. 

1.2 Virale Infektion. Bestimmung von Titern und Neutralisationsexperimente 

20 

Die adharenten Zellen wurden in 24-Well(Vertiefung)-Platten in einer Dichte von 4 x 10 4 Zellen 
pro Well oder in 6-WelI-Platten in einer Dichte von 2 x 10 5 Zellen pro Well ausgesaht. Die Molt- 
4-Zellen wurden in 6-Well-Platten in einer Dichte von 8 x 10 5 ausgesaht. Vor der Infektion 
wurden die Zellen uber Nacht in Zellmedium inkubiert. Zur Infektionen wurden die Zielzellen drei 

25 Stunden mit 1 ml verdunnten oder unverdunnten Retroviruspartikel-enthaltenden Uberstanden 
koinkubiert. Die Virionen enthaltenden Uberstande wurden vorher durch einen 0,45 mm-Filter 
passagiert, um die kontaminierenden Zellen zu entfernen. Zwei Tage nach der Infektion wurden 
die Zielzellen mittels x-Gal-Test auf P-Gal-Expression untersucht. Die viralen Titer wurden wie 
beschrieben bestimmt. Die Titer sind in Kolonie bildenden Einheiten pro ml angegeben (colony 

30 forming units, cfu). Zur Neutralisation der pseudotypisierten Vektoren wurde Serum eines HIV-1 
infizierten Spenders eingesetzt. 
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1.3 Immunanfarbung der Tranfektanden 

Die mit der DNA der Plasmide, welche die Hullproteine des HTV-1 kodierten, transfizierten 
TELCeB6-ZelIen wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend 15 min mit eiskaltem Methanol 
5 inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde eine Stunde lang Blockierungspuffer (PBS/ 2 % 
BSA) zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden erneut gewaschen und anschliessend mit einer 
1:1000 verdiinnten anti-HIV-1 Serumlosung 1 Stunde inkubiert. Nach wiederholtem Waschen 
wurden die Zellen mit Peroxidase-gekoppeltem Protein G (Bio-Rad, Krefeld, Deutschland) 
inkubiert. SchlieBlich wurden die Antigen-prasentierenden Zellen durch Zugabe von 
10 Substratpuffer (H2O2 mit 3-Amino-9-ethylcarbazol, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) angefarbt. 
Es konnte gezeigt werden, daB das Plasmid pTr712 die Bildung der von HIV-1 abgeleiteten 
Hullproteine in den Transfektanden erlaubte. 

1.4 Western-Blot-Analvse 

15 

Die Herstellung der Zellysate und die Durchfuhrung der Western-Blots erfolgte nach iiblichen 
Verfahren. Die Viruspartikel in den Uberstanden der mit den von HIV-1 abgeleiteten 
Hullproteinen kodierenden Plasmiden transfizierten Verpackungszellen wurden mittels 
Ultrazentrifugation (45 min bei 200.000 x g und 40°C) aufkonzentriert. Die Zentrifiigate wurden 

20 in Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. 
Die Western-Blot- Analyse wurde unter der Verwendung eines Ziegenserums gegen HIV-1 
gpl20-SU und Peroxidase-gekoppeltem Protein G durchgefuhrt. Die Proteinbanden wurden 
mittels ECL-Detektionskit (Amersham, Braunschweig, Deutschland) nachgewiesen. Sowohl in 
den Zellysaten als auch in den Vektorpartikeln konnte das Oberflachen-Hiillprotein gpl20-SU des 

25 HTV- 1 nachgewiesen werden. 

1.5 Membranfusionseigenschaft des HIV-l-Hullproteins 

Eine subkonfluente Kultur der Verpackungszellinie TELCeB6/pTr712-K14 wurde mit Jurkat- 
30 Zellen uberschichtet, 48 h propagiert und anschlieBend photographiert. Es wurde eine Reihe von 
Synzytien beobachtet, so daB die Funktionalitat der von der obengenannten Zellinie gebildeten 
Hullproteine des HIV-1 gezeigt werden konnte. 
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Beispiel 2: Herstellung von MLVYSTVagm3) Vektoren 

2, 1 Klonierung der SIVagm3 em>-Expressionskonstrukte 

5 Zur Klonierung rekombinanter Varianten des ewv-Gens des SIVagm3 wurde das Plasmid pRep 4 
(Invitrogen, Leek, Niederlande) verwendet. Zur Herstellung der env- Varianten wurde zunachst 
die Sequenz zwischen den Basen 5713 und 841 1 des SIVagm3 aus dem Plasmid pMB2 (Baier et 
al„ J. Virol 63 (1989), 5119-5123) mittels rekombinanter PCR (rPCR) unter Verwendung der 
Oligonukleotide Nhe AGM ENV+ (SEQ ID NO:l) und Xho AGM ENV- (SEQ ID NO:2) 
10 amplifiziert und uber die Restriktionsschnittstellen Nhe I und Xho I in den Vektor pRep4 inseriert. 
Die mittels rPCR hergestellte cDNA umfaBt beide rev-Exons und den gesamten Leserahmen des 
ewv-Gens. Das erhaltene Plasmid wurde pRep wi env genannt und diente im folgenden als Matrize 
fur weitere rPCRs und als Vektor fur weitere Klonierungen. 

15 Zunachst wurden die verkiirzten ewv-Gene AO env, A7 env un AJ6 env kloniert. Dazu wurden 
zunachst die jeweiligen Oligonukleotide Not STOP 0-/+ (0-: SEQ ID NO:3, 0+: SEQ ID NO:4), 
Not STOP 7-/+ (7-: SEQ ID NO:5, 7+: SEQ ID NO:6) und Not STOP16-/+ (16-: SEQ ID NO:7, 
16+: SEQ ID NO:8), in PCRs eingesetzt, um das gewunschte Stop-Codon und eine 5' liegende 
Not I-Restriktionsschnittstelle zu inserieren. Als flankierende Oligonukleotide dienten jeweils die 

20 Oligonukleotide SIV ENV HIII+ (SEQ ID NO:9) und Xho AGM ENV- (SEQ ID NO:2), um die 
Amplifikate moglichst klein und somit die Wahrscheinlichkeit der fehlerhaften Amplifikation 
durch die 7b^-Polymerase gering zuhalten. Die in den einzelnen PCRs erhaltenen Amplifikate 
wurden in ublicher Weise isoliert und dann in Fusions-PCR eingesetzt (Amplifikat SEQ ID 
NO:9/3 mit Amplifikat SEQ ID NO:4/2; Amplifikat SEQ ID NO:9/5 mit Amplifikat SEQ ID 

25 NO:6/2; Amplifikat SEQ ID NO:9/7 mit Amplifikat SEQ ID NO:8/2). Das erste Amplifikat 
enthalt dabei die Sequenzen des SIVagm env von der Hind III-Schnittstelle (6817) bis zum - 
Primer (Not STOP 0- / 7- / 16-), welcher eine NOT I-Schnittstelle und das zu inserierende 
Stopcodon sowie die in der Matrize 3 '-folgenden Sequenzen enthalt. Das zweite Amplifikat 
beginnt 5 mit den +Primern (Not STOP 04- / 7+ / 16+), welche die letzten 3 -liegenden Basen des 

30 ersten Amplifikates, eine Not I-Schnittstelle und das Stopcodon enthalt, und endet mit der 
Sequenz des Xho AGM ENV-Primers. Die in der Fusions-PCR jeweils eingesetzten Amplifikate 
besafien somit uberlappende Sequenzen, die eine Hybridisierung zulieBen. Mittels Fusions-PCR 
wurden die aneinander hybridisierten Amplifikate unter Verwendung der Primer Xho AGM ENV- 
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und SIV ENV HIII+ amplifiziert. Die so erhaltenen Fusionsfragmente wurden nach Restriction 
(Hind III / Xho I) in den Vektor Rep wt env (Hind III / Xho I) kloniert. Die e«v- Varianten 
AOMLV env und A7MLV env wurden aus den Varianten AOenv und A7env hergestellt.. Hierzu 
wurden die 3 -liegenden Regionen des MLV e/iv-Gens, welche die intrazellularen Anteile des 
TM-Proteins pl5 codieren, mittels rPCR unter Verwendung der Oligonukleotide MLV Not- 
(SEQ ID NO: 10) und MLV Not 7+ (SEQ ID NO: 11) bzw. MLV Not 0+ (SEQ ID NO: 12) 
amplifiziert. Der molekular Klon pKA1558 wurde von Scov et al., J. Gen. Virol. 74 (1993), 707- 
714 beschrieben und diente hier als Matrize. Die Amplifikate wurden iiber die 
Restiktionsschnittstelle Not I in die env- Varianten AOenv und A7env inseriert. 

2.2 Polvmerase-Ketten-Reaktion fPCRI 



Zur Amplifizierung der gewiinschten DNA-Abschitte wurde die Taq-DNA-Polymerase von 
Perkin-Elmer, Langen, Deutschland verwendet. Eine Standard-PCR (100 u.l-Ansatz) enthielt: 1 x 

15 PCR-Puffer (10 mM Tris/HCl, pH 8,8, 50 mM KC1, 1,5 mM MgCl 2 , 0,01% Gelatine), 10 
Amplifikat SEQ ID NO:9/7 mit Amplifikat SEQ ID NO:8/2uM je Oligodesoxynukleotid-Primer, 
200 uM je Desoxynukleotid (dNTP), 2,5 Einheiten Taq-Polymerase und 100 ng Plasmid-DNA. 
Das PCR-Programm fur die Primerpaare Amplifikat SEQ ID NO:9/3 mit Amplifikat SEQ ID 
NO:4/2, Amplifikat SEQ ID NO:9/5 mit Amplifikat SEQ ID NO:6/2 und Amplifikat SEQ ID 

20 NO:9/7 mit Amplifikat SEQ ID NO:8/2 war wie folgt: 

1. 94°C 300 sek 

2. 94°C 45 sek 

3. 55°C 120 sek 

25 4. 72°C 180 + 2 sek 

5. 10Zyklen2.-4. 

6. 94°C 45 sek. 

7. 60°C 120 sek. 

8. 72°C 180 + 2 sek. 
30 9. 10Zyklen6.-8. 

10. 72°C 600 sek. 
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2.3 Zellinien. Medien. Transformation und Transfektion 

Plasmide wurden in die £.co//-Stamme DH5a, DH10B, Topi OF (GIBCO/BRL, Eggenstein, 
Deutschland) und GM 2163 (Invitrogen, Leek, Niederlande) auf ubliche Weise eingebracht. Die 
5 Transfektion der Verpackungszellinie TELCeB6, bzw. TELCeB6/rev mit den SIVagm env- 
Expressionskonstrukten wurde mittels Lipofektamin (GIBCO/BRL, Eggenstein, Deutschland) 
gemaO den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die TELCeB6 Verpackungszellinie, die das 
retrovirale Expressionskonstrukt MFG-nlsLacZ sowie die gag- und /?o/-Gene des MLV 
exprimiert, wurde von Cosset et al., J. ViroL 69 (1995), 7430-7436 beschrieben. In die Zellinie 

10 TELCeB6/rev wurde ein Plasmid (pCMV-rev, NIH Research and Reference Reagent Program, 
Katalognummer 1443) durch stabile Transfektion eingebracht, welches die Expression des rev- 
Gens von HIV-1 unter der transkriptionellen Kontrolle eines CMV-Promotors erlaubte. Die 
Zellinie TELCeB6/rev exprimiert somit zusatzlich das rev-Gen des HTV-1. Die Zellinien 
TELCeB6 und TELCeB6/rev wurden in den nachstehend beschriebenen Medien fur adharente 

15 Zellen unter Zugabe von Glucose (4 g/L) kultiviert. Adharente HeLa-CD4+ Zellen wurden uber 
das MRC AIDS Programm Reagents Projekt, die HeLa-Zellen von ATCC (CCL 2) bezogen. Alle 
adharenten Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagles Medium (GIBCO/BRL, Eggenstein, 
Deutschland) in Gegenwart von 10 % Komplement-inaktiviertem fetalem Kalberserum (FKS; 
Biochrom KG, Berlin, Deutschland), 2 mM L-Glutamin (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) und 

20 Antibiotika (0,1 mg/ml Nystatin, 100 Einheiten/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin; Biochrom 
KG, Berlin, Deutschland) bei 37°C, 5% C0 2 und gesattigter Wasserdampfatmosphare in einem 
Zellinkubator (Cytoperm, Heraeus, Deutschland) kultiviert. Die Suspensionszellen C8166 
(humane Leukamie-T-Zellen, die das defekte HTLV-l-Genom enthalten (NIH Research and 
Reference Reagent Program, Katalognummer 404), Jurkat-Zellen (humane Leukamie-T-Zellen; 

25 NIH Research and Reference Reagent Program, Katalognummer 177) und Molt 4.8-Zellen 
(humane Leukamie-T-Zellen; NIH Research and Reference Reagent Program, Katalognummer 
175) wurden in RPMI 1640 (GIBCO/BRL, Eggenstein, Deutschland) mit 10% FKS, 2 mM L- 
Glutamin (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) und Antibiotika (0,1 mg/ml Nystatin, 100 
Einheiten/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin; Biochrom KG, Berlin, Deutschland) kultiviert. 

30 
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2.4 Immunoeroxidase-Antiperoxidase-Test flPAP^ 

Urn die korrekte Expression der ewv-Varianten zu uberprufen, wurden alle e/iv-Konstrukte in 
TELCeB6-Zellen transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurde mittels IPAP getestet, ob 
5 die Transfektanden die jeweilige e/iv-Variante exprimierten. Die TELCeB6-Zellen wurden in 35 
mm-Zellkulturschalen mit PBS gewaschen und mit -20°C kaltem Methanol 15 Minuten bei -20°C 
fixiert. Danach wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf den erneut mit PBS gewaschenen 
Zellen mittels BlockierungspufFer (PBS + 2% BSA) eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) 
blockiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem SIVagm-Antiserum (aus einem mit SIVagm 

10 in ublicher Weise infizierten Schweinsaffen (Macaca nemestrina\ das mit BlockierungspufFer 
verdiinnt wurde, eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach weiteren Waschvorgangen mit PBS 
wurden die Fc-Anteile der Primar-Antikorper mittels Meerrettichperoxydase-konjugiertem 
Protein G (BIO-RAD, Munchen, Deutschland) nach einstundiger Inkubation bei 37°C detektiert. 
Nach zwei Waschschritten mit PBS erfolgte die Zugabe der Substratlosung (4 mg 3-Amino-9- 

15 ethylcarbazol in 1 ml Dimethylformamid gelost, 19 ml 20 mM NaO Ac-Puffer, pH 5 und 30 |il 
H 2 0 2 ; durch einen 45 jj.m Filter filtriert).Nach wenigen Minuten Inkubation bei RT wiesen die 
Virusprotein exprimierenden Zellen eine deutliche Rotfarbung auf Bis auf die Plasmide pRep 
A7env und pRep A7MLVenv erlaubten alle Konstrukte die Expression der Hullproteine des 
SIVagm3. Bei der Analyse der Sequenzierungsdaten wurde festgestellt, daB die beiden Varianten 

20 pRep A7env und pRep A7MLVenv ein Stopcodon im zweiten rev-Exon aufwiesen, welches durch 
die Insertion der Not I-Schnittstelle entstanden war. Das so unvollstandig gebildete Rev-Protein 
war ofFensichtlich nicht in der Lage, den Transport der mRNA-Transkripte der ewv-Gene aus dem 
Zellkern zu gewahrleisten. 

25 2.5 Svnzvtieninduktion 

Da die Analyse mittels IPAP nur die gebildeten viralen Hullproteine nachweist, muBten diese auch 
auf ihre Funktionalitat uberpriift werden. Mittels Synzytieneninduktion sollte gezeigt werden, daB 
die Hullproteine auf der Zellmembran prasentiert werden und Synzytien in CD4 + -Zellen induzieren 
30 konnen. Dazu wurden die SIVagm e«v-Konstrukte in TELCeB6/rev-Zellen transfiziert. Am 
folgenden Tag wurden die Transfektanden mit Zellen der T-Zellinie MoIt4.8 uberschichtet und 24 
h spater fotographiert. Die auf der Zellmembran der Verpackungszellen prasentierten SlVagm- 
Hullproteine sind in der Lage, die ebenfalls membranstandigen CD4-Proteine der T-Zellen zu 
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binden. So kommt es zur Verschmelzung der beiden Zelltypen. Diese Synzytien unterscheiden 
sich durch ihre GroBe von den Parentalzellen. Alle getesteten e/?v- Varianten induzierten Synzytien 
in diesem Test, jedoch war das AusmaB der Synzytieninduktion sehr verschieden. Die Varianten 
AOenv und A16env induzierten groBe Synzytien, wahrend die anderen Varianten einschlieBlich des 
wt env nur schwache Synzytieninduktion erzeugten. Jedoch konnte fur alle Varianten gezeigt 
werden, daB ihre Expression zur Bildung membranstandiger Proteine fuhrte, welche in der Lage 
waren, CD4 zu binden. 

2.6 Nachweis von p-Galactosidase-Aktivitat (X-Ga1-Tesrt 

Mittels des X-Gal-Tests wurde eine erfolgreiche Transduktion humaner Zellen mit den 
MLV(SIVagm)-abgeleiteten Vektoren anhand des erfolgreichen Transfers des verpackbaren 
Konstruktes MFGlnsLacZ nachgewiesen. Der Nachweis der p-Galactosidase-Aktivitat in 
transduzierten Zellen wurde nach einer modifizierten Methode (Sanes et al., EMBO J. 5 (1986), 
3133-3142) mittels X-Gal-Farbung erbracht. Neben dem P-Galactosidase-Substrat (5-Brom-4- 
chlor-3-indolyl-p-D-galactopyranosid; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) [Img/ml] enthielt der 
Reaktionsansatz 5 mM Kaliumferricyanid (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), 5 mM 
Kaliumferrocyanid (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) und 2 mM MgCl 2 in PBS. Die mit PBS 
gewaschen Zellen wurden mit PBS, 2% Formaldehyd und 0,2% Glutardialdehyd 10 min bei 
Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit dem X-Gal- 
Reaktionsansatz 5 bis 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Anhand der intrazellularen Blaufarbung 
konnte die (3-Galactosidase nachgewiesen werden. 

2.7 Transduktion von T-Zellen mit MLV(SIVagm3 VVektoren 

4 x 10 5 TELCeB6/n?v-ZeIlen wurden in Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm 
ausgesat und 24 Stunden spater mit den SIVagm ewv-Konstrukten transfiziert. Am 
darauffolgenden Tag wurden die Medien der Transfektanden erneuert. Sodann wurden 
KokultivierungsgefaBe (Costar, Cambridge, USA) in die Kulturschalen der Verpackungszellen 
eingesetzt, welche den freien Austausch von Medien und den darin enthaltenden Vektoren 
erlauben, den direkten Zell-Zellkontakt aber unterbinden. In diese Einsatze wurden je 10 6 T- 
Zellen der Linie Molt4.8 ausgesat und zusammen mit den Transfektanden zwei Tage kultiviert. 
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AnschlieBend wurden die T-Zellen zwei weitere Tage expandiert und abschlieBend mittels X-Gal- 
Test auf die Expression des Reportergens lacZ untersucht. 

Die Transfektion aller SIVagm ewv-Varianten, deren intrazellulare Domane nicht langer als 19 
5 Aminosauren ist, fuhrten zur Bildung von pseudotypisierten MLV-Vektoren, welche die T-Zellen 
erfolgreich transduzierten. Die Varianten wt env und A36env erzeugten keine meBbaren Mengen 
dieser Vektoren. Als Positivkontrolle wurde das Plasmid pHIT456 (Soneoka et aL, NucL Acid 
Research 23 (1995), 628-633) transfiziert, welches das ewv-Gen des amphotropen MLV kodiert. 

10 Beisniel 3: 

3.1 Etablierung stabil transfizierter Verpackuneszellklone 

Zur Herstellung hochtitriger Vektor-Stocks wurden TELCeB6-Zellen mit den entsprechenden 
15 e/iv-Konstrukten stabil transfiziert und anschlieBend selektioniert. Die Selektionsmedien 
entsprachen den zur Kultivierung benutzten Medien, enthielten aber zusfctzlich das Neomycin- 
Analogon G418 (800 ng/ml) zur Selektion von neo + -Zellen (HIV-l ewv-Konstrukte) oder 
Hygromycin B (200 ng/ml) zur Selektion von hyg + -Zellen (SIVagm ^wv-Konstrukte). Die 
Antibiotika wurden von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen. Die Selektion transfizierter 
20 Zellen begann zwei Tage nach Transfektion und wurde etwa zehn Tage fortgefuhrt, bis sich 
Zellkolonien von Einzelzellklonen gebildet hatten. Die klonalen Zellen wurden mit einer 
Eppendorfpipette von der Kulturschale abgelost und resuspendiert. Diese Einzelzellklone wurden 
zunachst in 24-Well-Platten expandiert und auf die Bildung von Vektoren mittels Titration auf 
geigneten Zielzellen untersucht. 

25 

3.2 Erzeugung von pseudotypisierten MLV-Vektoren 

Die von den Verpackungszellen produzierten Vektoren wurden wie folgt prapariert: Die Medien 
konfluenter Verpackungszellkulturen in groBen Zellkulturflaschen (800 ml) wurden abgenommen. 
30 Die Zellen wurden mit 15 ml frischen Medium beschichtet und ubernacht kultiviert. AnschlieBend 
wurden die Uberstande "zellfrei" durch einen 0,45 ^im-Spritzenfilter filtriert und entweder direkt 
zur Transduktion eingesetzt oder in fliissigem Stickstoff gelagert. 
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3.3 Bestimmung der Vektortiter 

Zur Bestimmung der Vektormengen in Uberstanden der Verpackungszellen wurden diese in 
verschiedenen Verdiinnungen mit frischem Kulturmedium in einem Gesamtvolumen von 1 ml zur 
Transduktion permissiver Zielzellen (Molt4.8, C8166, Jurkat, HeLaCD4 + ) eingesetzt. Die 
gewahlten Verdunnungen waren 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000. Die adharenten Zielzellen HeLa CD4 + 
wurden in einer Dichte von 2 x 10 5 Zellen pro Zellkulturschale (35 mm Durchmesser) einen Tag 
vor Transduktionsbeginn ausgesat. Vor Zugabe der vektorhaltigen Medien wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und zwei Stunden bei 37°C in Gegenwart der Vektoren inkubiert. Anschliefiend 
wurden die Uberstande entfernt, die Zellen erneut gewaschen und anschliefiend zwei weitere Tage 
expandiert, bevor die transduzierten Zellen mittels X-Gal-Test gefarbt wurden. Suspensionszellen 
wurden einen Tag vor Transduktionsbeginn mit frischen Medien versorgt. Zur Transduktion 
wurden je 10 6 Zellen in ublicher Weise pelletiert (abzentrifugiert) und direkt in den vektorhaltigen 
Verdunnungen resuspendiert. Nach zwei Stunden wurden die Zellen gewaschen und nach 
zweitagiger Expansion ebenfalls mittels X-Gal-Test auf den erfolgten Gentransfer untersucht. Die 
so gefarbten, LacZ^-Zellen wurden unter Verwendung eines Lichtmikroskopes (Axiovert 35, Carl 
Zeiss, Jena) in 10 bis 20 Gesichtsfelder gezahlt und auf die Gesamtflache der Kulturschale 
hochgerechnet. Die Verdiinnung der vektorhaltigen Uberstande wurde berucksichtigt und der 
Titer in cfii/ml angegeben. Molt4.8-Zellen erlaubten die besten Transduktioneffizienzen, wogegen 
die T-Zellinien Jurkat und C8166 wesentlich schlechter zu transduzieren waren. Die HeLaCD4+- 
Zellen scheinen kaum permissiv fur die MLV(SIVagm)-Vektoren zu sein. Die MLV(HIV-1)- 
Vektoren waren dagegen in der Lage, alle getesteten CD4+ Zellinien effizient zu transduzieren. 

Beisniel 4: 

Nachweis der CD4-abhangigen Transduktion mittels ML VfSIVagmV Vektoren 

Die T-Zellinie Molt4.8 wurde 30 min vor Zugabe der MLV(SIVagm3) Vektoren in Medien 
gehalten, die verschieden Konzentrationen (0 jig/ml, 0,625 jig/ml, 1,25 ng/ml, 2,5 jig/ml, 5 
Hg/ml) des CD4-bindenden monoklonalen Antikorpers IOT4a (Firma dianova, Hamburg) 
enthielten. Der Antikorper inhibiert den Eintritt verschiedener HIV- und SIV-Isolate durch die 
Blockade des zellularen Rezeptors CD4; vgl. Sattentau et al., Science 234 (1986), 1120-1127. 
Die T-Zellen wurden anschliefiend mittels der ML V(SIVagm)- Vektoren in Gegenwart der 
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vorstehend genannten Konzentrationen des anti-CD4-Antikorpers IOT4a transduziert. 
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und zwei Tage spater mittels X-Gal-Test auf den 
erfolgten Gentransfer untersucht. Als Positivkontrolle wurden Zielzellen in Abwesenheit der 
Antikorper transduziert und als Referenz (100%) gewahlt. Es zeigte sich eine eindeutig 
konzentrationsabhangige Korrelation der Effizienz des Gentransfers mit der eingesetzten Menge 
der Antikorper. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

ALLGEMEINE AN GAB EN : 
ANMELDER : 

NAME: Bundesrepublik Deutschland, letztvertreten durch den 

Prasidenten des Paul Ehrlich Instituts 
STRASSE: Paul Ehrlich Str. 51-59 
ORT : Langen 
LAND: Deutschland 
POSTLEITZAHL : 63225 

BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : 

Retrovirale Vektoren, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre 
Verwendung zur Geniibertragung in CD4-positive Zellen 

ANZAHL DER SEQUENZ EN: 12 

COMPUTERLES BARE FAS SUNG: 

DATENTRAGER : Diskette 
COMPUTER: IBM PC-kompatibel 
BETRIEBS SYSTEM: Windows 3.11 

SOFTWARE : PATENT IN Ausgabe #1.0, Version #1.25 

AN GAB EN ZU SEQ ID-NO: 1: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 25 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE : linear 
MOLEKOLTYP : synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 1: 

CTAGCTAGCA TGCCCCTAGG ATCAGAAGAA AGAAG 25 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 2: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 23 Basenpaare 
ART : Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 
MOLEKOLTYP : synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 2: 

CCGCTCGAGC TAATTAAGGA TTCCTTCAAG GCC 23 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 1: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE; 30 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE: linear 
MOLEKOLTYP : synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 3: 

CAAGGCTGAG ACAAGCTTGG TGTCACTTCC 30 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 4: 

S EQU EN Z CHARAKT ERI ST I KA : 

LANGE: 4 8 Basenpaare 
ART : Nucleinsaure 



WO 98/38325 PCT/DE98/00593 

21 

STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 
MOLEKOLTYP: synthetisches Oligonucleotid 

5 SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 4: 

GTTAGGCAGG GTTACGCGGC CGCTTAACCA CAGAT CCAT A TCCACCCG 48 

10 AN GAB EN ZU SEQ ID-NO: 5: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 50 Basenpaare 
ART : Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
1 5 TOPOLOGIE : linear 

MOLEKOLTYP : synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 5: 

20 CGGGTGGATA TGGATCTGTG GTTAAGCGGC CGCCTAACCC TGCCTAACCC 50 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

S EQUENZ CHARAKTERI ST I KA : 
25 LANGE: 4 8 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 
MOLEKOLTYP: synthetisches Oligonucleotid 



30 



35 



45 



60 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 6: 
TACTCTCCTC TTTCTCGCGG CCGCTAAATC CACCCGTGGA AGGGACAG 4 8 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 7: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 53 Basenpaare 
ART : Nucleinsaure 
40 STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE: linear 
MOLEKOLTYP: synthetisches Oligonucleotid 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 7: 
TCCCTTCCAC GGGTGGATTT AGCGGCCGCG AGAAAGAGGA GAGTAACCCT GCC 53 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 8: 
50 S EQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

LANGE: 41 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE: linear 
55 MOLEKOLTYP: synthetisches Oligonucleotid 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 8: 
ATCCACCCGT GGAAGGGCGG CCGCTAAAAC GCAGAAGGGC C 41 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 9: 

S EQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

LANGE: 43 Basenpaare 
65 ART: Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 
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TOPOLOGIE: linear 
MOLEKULTYP: synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 9: 

CCCTTCTGCG TTTTAGCGGC CGCCCTTCCA CGGGTGGATA TGG 43 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 10: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 56 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE: linear 
MOLEKULTYP: synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO: 10: 

AAAAGGAAAA GCGGCCGCTC GATTAGTCCA ATTTGTTAAA GACAGGATAT CAGTGG 56 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 11: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

LANGE: 51 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE: linear 
MOLEKULTYP: synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 11: 

AAAAGGAAAA GCGGCCGCGA CAGGATATCA GTGGTCCAGG CTCTAGTTTT G 51 



ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 12: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

IANGE: 4 9 Basenpaare 

ART : Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 

TOPOLOGIE : linear 
MOLEKULTYP: synthetisches Oligonucleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 12: 



AAAAGGAAAA GCGGCCGCCT ATGGCTCGTA CTCTATAGGC TTCAGCTGG 



49 
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Patentanspriiche 

Retrovirale Vektoren umfassend Viruskerne und aus Oberflachenhullproteinen und 
transmembranen Hiillproteinen bestehende Virushullen, wobei die Viruskerne vom 
murinen Leukamievirus (MLV) und die Virushiillen von menschlichen 
Immunschwacheviren (HTV) oder AfFen-Immunschwacheviren (SIV) stammen. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 1, wobei die Virushiillen vom menschlichen 
Immunschwachevirus 1 oder 2 (HIV-1 bzw. HIV-2) oder Affen-Immunschwachevirus 
Cerecopithecus aethiops (SIVagm) oder Macaca mulatia (SIVmac) oder Pan 
troglodydytes (SIVcpz) oder Cerecopithecus mitis (SIVsyk) oder Papio sphinx (SIVmnd) 
oder Cercocebus atys (SIVsm) oder Macaca nemestrina (SIVmne) stammen. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Virushiillen das Vollangen- 
Oberflachenprotein und eine nicht verkiirzte oder verkurzte Form des transmembranen 
Hiillproteins enthalten. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Virushullen das Vollangen- 
Oberflachenprotein und eine verkiirzte Form des transmembranen Hiillproteins enthalten. 

Retrovirale Vektoren nach Anspruch 4, wobei die Virushullen das Vollangen- 
Oberflachenprotein und eine verkurzte Form des transmembranen Hiillproteins enthalten, 
das durch den C-Terminus oder ein beliebiges Fragment des transmembranen Proteins des 
murinen Leukamievirus (MLV) oder eines anderen Retrovirus verlangert worden ist. 

Verfahren zur Herstellung von Verpackungszellen, die retrovirale Vektoren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5 bilden, umfassend das Transfizieren einer Verpackungszelle (gag-, 
pol- und Expressionskonstrukt-positiv), die vom MLV stammende Hullproteine produziert 
oder nicht produziert (ewv-negativ), mit einem Expressionsgen, das die genetische 
Information fur Hiillproteine enthalt (e/iv-positiv). 

Verfahren zur Herstellung von Verpackungszellen, die retrovirale Vektoren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5 bilden, umfassend das Transfizieren einer Zelle mit 
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Expressionsgenen fur gag und pol, und/oder einem Expressionskonstrukt, umfassend ein 
Verpackungssignal und die zu iiberfuhrende genetische Information, und einem 
Expressionsgen, das die genetische Information fur Hullproteine enthalt. 

8) Verfahren nach Anspruch 6, wobei als MLV-ewv-negative Verpackungszelle die Zellinie 
TELCeB6 verwendet wird. 

9) Verfahren nach einem der Ansprtiche 6 bis 8, wobei als ewv-Expressionsgen pLBAc/env- 
Tr712-neo oder pRep A 16 env, pRep A7 env y pRep AO env 9 pRep A7MLV env oder pRep 
AOMLV env verwendet wird. 

10) Verpackungszellen, erhaltlich nach dem Verfahren nach einem der Ansprtiche 6 bis 9. 

11) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5 als 
medizinisches Arbeitsmittel (Arzneimittel). 

12) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Uberfiihrung von Genen in CD4-positive Zellen von Saugern. 

13) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5 zur Herstellung 
eines Arzneimittesl zur Uberfiihrung von Genen in CD4-positive Zellen des Menschen. 

14) Verwendung der retroviralen Vektoren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur gentechnischen Modifizierung von CD4-positiven Zellen oder zur 
Bereitstellung eines Wirkstoffs im Rahmen der Gentherapie. 
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Gentherapie mit 
retroviralen Genfahren 




1) Eintritt 

2) Umschreibung 
des Expressions 
konstrukts 

3) Einbau in 
das Zellgenom 

4) Synthese des 
therapeutischen 
Proteins 
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Aufbau retroviraler Vektoren 
mit Fremd-Hiillproteinen des HIV- 1 




Hullproteine des HTV-1: 
VoUangen-Oberflachenprotein, 
verkurztes Transmembranprotein 



Kapsidproteine (gag-Gen- 
produkte) und /w/-Genprodukte 
desMLV: 

Kapsidpartikel, die Expressions- 
konstrukte des MLV mit ML V- 
psi-Sequenz verpacken 
und dieses Gen in Zellen 
iiberfuhren (Gentransfer) 



Verpackte Expressionskonstrukte 
mit MLV-psi-Sequenz 
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Nhe AGM ENV+ : Nhe I 

5 ' - CTAGCTAGCATGCCCCTAGGATCAGAAGAAAGAAG-3 ' 
Xho AGM ENV- : Xho I 

5 ' - CCGCTCGAGCTAATTAAGGATTCCTTCAAGGCC- 3 ' 

SIV ENV HIII+: Hind III 

5 " - CAAGGCTGAGACAAGCTTGGTGTCACTTCC- 3 " 

Not STOP 0+: Not I 

5 " -GTTAGGCAGGGTTACGCGGCCGCTTAACCACAGATCCATATCCACCCG- 3 " 
Not STOP 0- : Not I 

5 ' - CGGGTGGATATGGATCTGTGGTTAAGCGGCCGCCTAACCCTGCCTAACCC- 3 ' 
Not STOP 7+: Not I 

5 " -TACTCTCCTCTTTCTCGCGGCCGCTAAATCCACCCGTGGAAGGGAGA.G- 3 ' 
Not STOP 7- : Not I 

5 ' -TCCCTTCCACGGGTGGATTTAGCGGCCGCGAGAAAGAGGAGAGTAACCCTGCC- 3 ** 
Not STOP 16+: Not I 

5 ' -ATCCA.CCCGTGGAAGGGCGGCCGCTAAAACGCAGAAGGGCC-3 " 
Not STOP 16- : Not I 

5 " -CCCTTCTGCGTTTTAGCGGCCGCCCTTCCACGGGTGGATATGG-3 " 
MLV Not 0+ : Not I 

5 " - AAAAGGAAAAGCGGCOGCTCGATTAGTCCAATTTGTTAAAGACAGGATATCAGTGG - 3 
MLV Not 7 + : Not I 

5 ' -AAAAGGAAAAG£GGCCGCGACAGGATATCAGTGGTCCAGGCTCTAGTTTTG-3 " 
MLV Not - : Not I 

5 ' -AAAAGGAAAAGCGGC££CCTATGGCTCGTACTCTATAGGCTTCAGCTGG-3 ' 

Abb. 8 



8/12 




™IS PAGE BLANK 



(USPTO) 



t 



WO 98/38325 



PCT/DE98/00593 



pRep wt env (rsv ltr 



rev exon 2 




SV40 



pRep A 36 env 
pRep A16 env 
pRep A7 env 
pRep AO env 

pRep A7MLV env 
pRep AOMLV env 




Mf,V 



C-tall 



Abb. 9 



i 



9/12 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



WO 98/38325 PCT/DE98/00593 



TMRdes SIVagirG C-Terminus 



SIVagm3 ( 1 1 

Wt Env VL GIIGLRLL YT VYSCIARVRQGY SPLSPQIHIPWLGQPDNAE * 

135 aa 

A36 Env VLGIIGLRLLYTVYSCIARVRQGY SPLSPQIHIPWLGQPDNAE * 

36 aa 

A16 Env VLGIIGLRLLYTVYSCIARVRQGY SPLSPQIHEPWLGGR* 

16 aa 

A7 Env VLGIIGLRLLYTVYSCIARVRQGY SPLSRGR* 

7 aa 

AO Env VLGIIGLRLLYTVYSCIARVRQGY AAA* 

3 aa 

A7MLV Env vlgiiglrllytvysciarvrqgy splsrgrn riswoal * 

16 aa 

AOMLV Env vlgiiglrllytvysciarvrqgy aa arlvofvkdriswoa!. * 

19 aa 

TMR des MLV C-Terminus 



MLV I | J 1 

wt Env spwfttlis timgplivllmillfgpch n rlvofvkdriswoat * 

16 aa 
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